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コガ タ ア カイ エ カ か ら の 日 本 脳炎 ウイ ルス の 分 離 旋法 
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Isolation of Japanese Encephalitis Virus from Field-caught Culex tritaeniorhynchus Using 
Aedes albopictus Clone C6/36 Cell Cultures. 
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Methods are described to isolate Japanese encephalitis virus (JEV) from field-caught C. 
The methods 


have similar or even better efficiency to isolate JEV and Getah (GET) virus compared 


tritaeniorhynchus by inoculation into A. albopictus clone C6/36 cell cultures. 


with the classical method of inoculation into suckling mouse brains (SMB). The new 


methods are also able to isolate such mutants of JEV and GET or other unknown viruses 


that are hard to detect by SMB inoculation. 


Several additional advantages of the new 


methods over the SMB inoculation are described. 


s 


HARE TVA (JEV) ik, ウイ ルス 粒子 の 形 
感 並 びに 構成 成分 お よび 増殖 様式 に 基く 最近 の 分 類 
Bie koe, ト ガ ウイ ルス 科 , フラ ビ ウ イル ス 属 の 
一 員 で ある が (Melnick, 1974), 節 足 動物 で 媒介 
され る 硝 椎 動物 ウイ ルス と いう 生態 学 的 特徴 か ら 一 
BEC INTOA アル ボウ イル ス (Berge, 1975) の 
典型 で も ある (Clarke and Casals, 1965). JEV に 
よる 感染 は ヒト に 重 篤 な 脳炎 症状 を 呈し 予 后 の 不良 
な 事 か ら , 重要 な ウイ ルス 感染 症 の 一 つ で あり , H 
本 の みな ら ず , WR, 東南 アジ ア か ら イ ンド 所 至る 
まで 分 布 し て いる (Miles, 1960). 日 本 脳炎 は 一 
度 発 症 す れ ば 特異 的 治療 法 の な い 事 か ら , それ に 対 
する 対策 は ワク チン (Hammon et al., 1971) を 
含め た 予防 対策 た 重点 が 置か れ て いる . 一 方 , 適切 
な 了 予防 対策 を 立案 し 実施 する に は , 自然 界 に た お ける 
ウイ ルス の 存在 様式 , すなわち その 生態 を 知る 事 が 
重要 で ある . 三田 村 ら (1938) の 時 媒介 説 を 初め と 
し て 過去 20 年 に わた る 開 多 の 研究 者 の 努力 に よっ 


hi 
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T, JEV の 生態 は その 越冬 機構 を 除き ほほ 解明 さ 
れ た 状態 に ある (Fukumi ez al., 1975; Wada et 
al., 1975, Hayashi et al., 1975). 自然 界 に お 
ける JEV の 存在 の 有無 は , 主たる 媒介 遇 で ある コ 
ガタ アカ イエ テカ か ら の ウイ ルス 分 離 (三田 村 ら , 
1938; Hammon et al., 1949; Buescher et al., 
1959; Matsuyama et al., 1960), お よび 主たる 増 
幅 動 物 で ある ブタ の 抗体 調査 (Scherer et al., 
1959; Konno et al., 1966) に よっ て 追跡 され て 
v5. JEV その 他 アル ボウ イル ス の 分 離 に は , EF 
外 で 採集 し た 時 その 他 ウ イル ス を も つと 思わ れる 材 
料 を 乳剤 と し , その 遠心 上 清 を 乳 呑 マウ ス の 脳 内 
(SMB) に 接種 し , 神経 症状 を 量 し た マウ ス の 脳 
内 に ウイ ルス また は ウイ ルス 抗原 を 検出 する 方 法 が 
一 般 に 用 いら れ て いる (Work, 1964). この 方 法 は 
長年 の 経験 に より 確立 され た 信頼 性 の ある 方 法 で , 
向 神経 性 ウイ ルス の 分 離 に は 適し て いる . し か し な 
が ら と この 方 法 で は SMB で 増殖 し に くい ウイ ルス 
©, 脳炎 症状 を 起 し に くい ウイ ルス , た と えば 温度 
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感受 性 (ts) ウイ ルス と か 宿主 依存 性 変異 ウイ ル 
ス を 検出 する の は 困難 で ある . 

硝 椎 動物 細胞 の 培 養 法 が 導入 され て 以来 , AREE 
物 を 宿主 と する ウイ ルス の 研究 が 飛躍 的 に 進展 し た 
事 は 云う まで も な いかが, 同様 に 自然 旬 に お ける アル 
ボッ イル ス の 今一つ の 宿主 で ある 節 足 動物 細胞 の 塔 
養 法 は 節 足 動物 に お ける アル ボウ イル ス の 人 研究 に と 
っ て 有力 な 手段 で ある と 考え られ る . アル ボウ イル 
ス を 媒介 する 節 足 動物 の 一 つ で ある 典 の 細胞 の 培養 
は 比較 的 近年 に 開発 され た た め (Grace, 1966; 
Peleg, 1966; Singh, 1967), その アル ボウ イル ス 
研究 へ の 応用 も 比較 的 新しい 研究 分 野 で ある . 過去 
数 年 間 の 研究 に よれ ば , アル ボウ ツイ ルス に 感染 し た 
Io NEM. いわ ゆる 持続 感染 状態 と な り , E 
胞 は 増殖 し つつ ウイ ルス を 産生 する 事 が 判明 し た 
(Rehacek, 1968; Peleg, 1969; Stollar and 
Shenk, 1973; Stollar et al., 1974). この 状態 は , 
自然 界 で アル ボッ イル ス に 感染 し た 政 が 生涯 に わた 
り ウ イル ス を 持ち 続け て 感受 性 春 椎 動物 に ウイ ルス 
を 伝達 で きる 状態 と の 類似 性 か ら 興 味 が 持た れ た . 
この 持続 感染 収 細胞 を 長期 間 継 代 培 養 を する と , そ 
れ か ら 産 生 さ れる ウイ ルス は 次 第 に ts に な る 事 が 
知ら れ て いる (Stollar et al., 1974; Shenk et 
al., 1974; Igarashi et al., 1977; Igarashi, 
1979a; b; Maeda et al., 1979). "Hic, ある 種 の 
般 培 養 細 胞 株 に は , アル ボウ イル ス の 一 - つ チク ン 
グ ニ ア ウイ ルス の 変異 株 が 存在 し て いる 事 が あり 
(Cunningham et al., 1975; Hirumi, 1976; Hi- 
rumi et al., 1976), この よう な 潜在 性 ウイ ルス は 
脊椎 動物 宿主 や その 秋 養 細胞 を 用 いる より も ゃ も, t5 
養 細胞 を 用 いる 方 が 容易 に 検出 で きる 事 が 示さ れ た 
(Igarashi, 1979c). 

一 方 , 著者 は か ね て より 東南 アジ ア に お ける 重要 
な アル ボウ イル ス 感 染 症 の 病原 体 で ある デン グ ウ イ 
ルス の 研究 に と っ て 有力 な 宿主 細胞 の 確立 を 念願 し 
て いた が , その 目的 の た め に Singh の ヒト スジ シ 
マカ 培養 細胞 を まず イー グル の 培養 液 を 基 と する 培 
養 液 に 馴化 し た 后 , デン グ お よび チク ング ニア ウイ 
ルス に 対し て 特に 高い 感受 性 を も っ た クロ ー ン 細胞 
C6 グ 36 を 分 離し た (garashi, 1978). 

これ ら の in vitro で の 細胞 培養 の 知見 に 基 い て , 
ARE CT noB v VAL LIED v vAC 
は 検出 が 困難 な 変異 ウイ ルス を 持つ 可能 性 を 検索 す 
る 事 を 第 一 の 目的 と し て , 野外 由 か ら の ウイ ルス 分 


離 を C6 プ 36 細胞 を 用 いて 行なう 方 法 を 開発 し た . 
この 研究 は 大 阪 大 学 微生物 病 研究 所 防疫 学部 門 の 深 
井 孝 之 助教 授 の 下 で 開始 され , 大 阪 府立 公衆 衛生 研 
究 所 ウイ ルス 課 の 武 衛 和 雄 博士 お よび その 配下 の 人 
ぇ の 絶大 な 協力 に よっ て 2 年 間 に わ た る 成果 を 得 , 
更に 著者 の 長崎 転勤 後 は , 当 研究 所 ウイ ルス 学部 門 
の 諸氏 , お よび 長崎 県 衛生 公害 研究 所 松尾 礼 三 科 長 
と その 配下 の 人 々 の 協力 の 下 に 継続 発展 され つつ あ 
る . これ ら の 成果 は すでに 学会 で 発表 きれ 叉 , 論文 
発表 の 挙 備中 で ある が , GATS, 1979a, b; 1980; 
Igarashi etal. b, 1980a), この 研究 の 成果 の -- つ 
と し て , C6/36 を 用 いる JEV 分 離 法 が 従来 の SMB 
法 に 優る と も 劣ら な い 感 度 を 有する と いう 結果 が 得 
られ た の で , 本 論文 で は その 方 法 の 詳細 を 記述 し て 
他 の 人 々 の 利用 に 役立て る 事 を 目的 と し た . 


材料 と 方 法 


|. 野外 骨 材 料 と マウ ス を 用 いる ウイ ルス 分 離 法 

これ ら の 方 法 は 従来 多く の 人 々 が 実施 し て いる の 
T, ここ に は その 概略 を の べ る に 止め る . 

麗 材 料 は 豚舎 また は 牛舎 な ど に 於 て ドラ イア イス 
トラ ッ プ また は 捕虫 網 , 吸虫 管 な ど に より 採集 し , 
ーー 夜 実験 室内 で 飼育 し た 后 , BORER, 採集 地点 , 
採集 日 別に プー ル 分 けし て 記号 を 付す . 通常 1 プー 
ル は 100 匹 以内 と L, 直ちに 乳剤 を 作成 し な い 場 合 
は 一 70?7C に 由 の まま の 状態 で 凍結 保存 する . 

彼 材 料 か 乳剤 を 作成 する に は , 0.2% oO 和牛 血清 
アル ブ ミ ン を 含む PBS を 1 プール 当 り 2 て 4ml 
用 い , モー ター 駆動 式 ガ ラス ホモ ゲ ナ イザ ー で 水冷 
し つつ 乳剤 と する . 乳剤 は 10,000rpm, 30 分 間 遠 心 
し , その 上 清 を 1 ブール 当 り 1 腹 の 乳 呑 マ ウス の 脳 
内 に (SMB) 176245 0.02ml づ つ 接 種 す る . 接種 
后 マ ウス は 2 週間 観察 し , 神経 症状 を 星 し た も の は 
採 脳 し , その 一 部 は 乳剤 と し て 次 代 継 代 を 行なう と 
共に , 残り の 材料 中 の ウイ ルス 抗原 を 磐 光 抗体 法 
(FA) 又は 血球 凝集 素 を 抽出 し た 后 に 血球 凝集 抑 
SIS HD で 検索 する . これ で 陽性 の も の は 更 
に 中 和 法 で ウイ ルス 分 離 を 確認 する . | 
2. ヒト スジ シマ カ 培 養 細 胞 ク ロー ン C6/36 の 培養 

法 

A. 必要 な 器材 
1) 28°C の 通常 型 あ らん 器 . 夏 の 高温 時 に は 34°C 
位 に 温度 上 昇 し て も 細胞 は 生存 で きる . 

2) Hit 


a) アー ル の 塩類 座 液 を 基調 と し た イー グル の 最 
小 必要 培養 液 (MEM, Eagle, 1959). 日 水 製薬 , 
Flow, GIBCO 等 か ら 発 売 さ れ て いる 紛 末 培地 を 再 
IEWUK (dw) に 指示 通り 溶解 し , 必要 に 応じ グル 
タ ミ ン と NaHCO, を 加え た 後 , 濾過 減 菌 する . 
b) 可 欠 アミ ノ 酸 液 CNEAA). GIBCO, Flow, 2 
イ ゴ 栄 養 等 か ら 100 倍 溶液 と し て 発売 され て いる が , 
下記 の 7 種 の アミ ノ 酸 て グリ シン 以外 は L- 型 ) を 
dw に 各々 を 10mM 3o $8irX 3 CR LIENS 
過 滅 菌 し て 調製 し て も よい (アラ ニン 0.89g, アス 
パラ ギン 1.32g, アス パラ ギン 酸 1.33g。 グルタミン 
醒 1.329, グリ シン 0.75g, プロ リン 1.15g, セリ ン 
1.05g, を dw 1 liter ZTA). 

c) 胎児 邊 血清 . 56°C, 30 分 加熱 より 非 働 化す 
る . 
do 細胞 増殖 用 培養 液 (GM). a) 100ml, b) 2 
ml, c) 10ml の 割 で 無菌 的 に 混合 する . 

e) 被験 材料 接種 後 の 細 胞 維持 液 (MM). a) 
100ml, b) 2ml, © 1ml の 割 で 無菌 的 に 混合 す 
zs 

3 ) HAAR E k URR BAT. 
Falcon また は Corning 社 よ り 発売 され て いる 細胞 
培養 用 16 x 125mm 減 菌 済み プラ スチ ッ ク 試 験 管 , 
また は これ に 準ずる ガラ ス 製 試験 管 に ゴム 栓 で 密 閑 
し て も よい . これ ら の 試験 管 を 水平 か ら 約 15" ofr 
置 で 静 皿 培養 で きる 金属 製 試験 管 立 て を 使用 する . 
B. 細胞 の 継 代 

C6/36 細 胞 は ご さ ム 栓 で 密閉 し た ガラ ス 製 培養 びん , 
また は プラ スチ テ チック 性 スタ クリ ュー キャ ッ プ 付 塔 養 フ 
ラス ュ を 用 い , 一 週 に 一 回 の 継 代 で 1 対 20 位 に 28°C 
で 増殖 で きる . 増殖 の 不良 な と き は 継 代 時 の 稀釈 倍 
数 を この 半分 な いし 4 分 の 1 に 落と せ ば よい . 
細胞 は ピ ベ ッ テ ィ ング で 浮遊 状態 と する 事 が 出来 
る が , ピ ビ ベ ッ テ ィ ング の 回 数 が 多い と (20 回 以上 ) 
細胞 が 破損 する の で , 細胞 が 管 頻 か ら は が れ に くい 
際 に は , 培養 液 を 除い た 細胞 面 を 0.02 多 EDTA を 
含む PBS で 2 回 洗っ た 後に 新しい GM を 加え て 
ビ ペ ッ テ ィ ング すれ ば よい . 血球 計算 板 と 位相 差 顕 
微 鏡 を 用 いて 細胞 数 を 算定 し GM で 10* cells/ml 
の 細胞 浮遊 液 を 作成 する . これ を 培養 試験 管 (A- 
DN 1 示 当 り 2ml $4550, Fate Le 28°C. で 
3 日 間 斜 位 塔 養 する . 試験 管 の 数 は 1 日 に 処理 する 
被験 材料 の 数 より 少な く と も 1 一 2 割 多く 作成 し , 
出来 れ ば 2 倍 以上 作る 事 が 望ま し い 、 


257 


3. C6/36 の 細胞 へ の 被 検 材料 の 接種 

A. Peete get 

1) 直筆 25mm, 平均 孔径 0.45 の ニトロ セル ロー 
ズ フ ォ ル ター お よび フィ ルター ホー ル ダ ー. すでに 
フィ ルター が セッ ト さ れ 減 赦 済 み の 使い す て 型 Hl 
えば Millipore €, Cathivex フィ ルター ユニ ッ ト , 
SKHA 025 05) は 便利 で ある が や や 高価 で ある . 
フォ ィ ル ター (例え ば Millipore HAWP 025 00, 
また は Sartorius SM 11306 362-01436, また は 東 
洋 科 学 産 業 メ ン ブ プラン フィ ルター TM-2) を セッ 
ト し て 高圧 蒸気 滅 馬 する 手間 を 昔 に し な いな らい ぱぴ , 
フィ ルター ホー ル ダ ー (Millipore, Swinnex フォ 
ルター ホー ル ダ ー SX00 025, また は Sartorius, 
SM 165 17E) は 再 使用 可能 で ある . 

2) 2.5 な いし 5ml の 注射 問 . プラス チック 製 の 使 
いす て 型 の 場合 は 針 は 不要 で ある . ガラ ス 製 の 場合 
も ウイ ルス の 迷 入 を 防ぐ た め 滅 珍し て お く . 

3) 金属 キャ ッ プ 付 小 試験 管 お よび 金属 製 試験 管 立 
T, 12x 75mm ガラ ス 製 小 試験 管 ま た は これ に 準 ず 
る も の に 金属 製 キ ャ ッ プ を ほど こし 金属 製 試験 管 立 
CC BU] LC RARE TS. 

B. 方 法 

1 ) EEREMELHOJEGUXE. フィ ルター を モ セット し た 
ホー ル ダ ー (A-1) に , プラ ンジ ャ ー を 抜き 取っ た 
注射 器 (A-2) の シリ ンダ ー 部 を 接続 し , これ に マ 
ウゥ ス 接 種 し た 残り の 遇 乳 剤 遠心 上 清 を 加え る . 3X 
Pa [GAGA (A-3) の 金属 性 キャ ッ プ を 除き , フィ 
ルター ホー ル ダ ー 出 口 か ら の 液 が 試験 管内 に 入る 位 
置 に 保ち , 注射 器 に プラ ンジ ャ ー を 当て が っ て 指 で 
加 圧 し て 液 を 濾過 除 菌 する . COB, プラ ンジ ャ ー 
に 加え る 圧力 を 除く と フィ ルター 上 に 残っ た 空気 圧 
で プラ ンジ ャ ー は 押し も ど さ れ る (Bubble test). 
も し も ゃ も どら な い 場 合 ,、 また は プラ ンジ ャ ー を 押す 際 
異常 に 抵抗 が 少な い 場 合 は フィ ルター の 破損 が 考え 
られ る の で 再 濾過 し な けれ ば な ら な い . 試料 が あま 
り に も 小 量 で 充分 の 濾液 が 得 ら れ な い 場 合 は , 適当 
た な 稀釈 液 (0.2 欠 和牛 血清 アル プ ブ ミン 加 PBS 等 ) で 
あら か じ め 試 料 を 稀釈 する か , また は 濾過 後に 新た 
に 注射 筒 に 稀釈 液 を 加え て 押し 出せ ば よい . 後者 の 
場合 に 注射 筒 を フィ ルター ホー ル ダ ー か ら と り は ず 
し た 後に プラ ンジ ャ ー を 抜か な いと フィ ルター を 破 
損する 恐れ が ある . 濾過 材料 を 入れ た 試験 管 に は そ 
れ ぞ れ 被 検 材料 の ュー ド を 記入 し , すべ て の 材料 の 
濾過 が 完了 する まで 氷水 浴 中 に 保存 する . 
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2) 試験 管 培養 C6/36 細胞 へ の 被 検 材料 の 接種 . 
a) 前 述 (1-B) の 方 法 で 作成 し , 培養 后 3 日 目 
ORE C6/36 細胞 を 倒立 顕微 鏡 で 観察 し , 
細胞 が ほほ 単 一 層 を 形成 する まで に 増殖 し , 細菌 等 
の 汚染 の な いも の を 選び 出し て , 被 検 材料 の ュー ド 
を 記入 する . 細胞 培養 試験 管 が 充分 に あれ ば 1 材料 
当り 2 本 の 試験 管 を 使用 する 事 が 望ま し い が , 8G 
液 だ け を 接種 する 対照 ふる 必ず 複 数 本 の 試験 管 を 準備 
TA. 

b) WKO FVCREHESUE OT + yv THERX, 
1 本 当り 0.1ml OWg3SER ES LA BERR TB BERE L, 
Pry PRIEES UCHOR AARP TET 
る . すべ て の 人 彼 検 材料 の 接種 が 終了 し た 後に 対照 試 
験 管 に は 稀釈 液 (0.2 多 和牛 血清 アル ブ ミ ン 加 PBS) 
の みみ を 接種 する . 試験 管 は 対 位 で 細胞 面 を 下 に 2 時 
EBRD, ウイ ルス を 細胞 に 吸着 させ る . 

c) 無菌 的 に 培養 試験 管 か ら キ ャ ッ プ を 除き , 維持 
液 (MM) を 1 本 当り 2ml づつ 加え , 再び キャ ッ 
プ を は ほど こし て , 細胞 面 を 下 に 28 OC CREST 
る . 

d) 細胞 は 7 日 間 観 察し , 細胞 病変 (CCPE) の 有無 
を 各 試 験 管 毎 に 記録 する . 万 一 細菌 等 に よる 汚染 が 
発見 され た 場合 は , その 試験 管 の 塔 養 液 を 再 濾過 し 
て その 全量 を 別 の C6/36 細胞 培養 試験 管 に 接種 す 
る . 


4. JEV 分 離 の 検索 

A. 必要 な 和 器材 

1) 金属 キャ ッ プ 付 小 菌 小 試験 管 と 金属 製 試験 管 立 
T. 3-A-3) に 同じ . 

2 ) 凍結 保存 用 容器 また は アン プル . スク リュ ー キ 
ャ ッ プ 付 ガ ラス バイ アル (た と えば 日 電 理 化 硝子 製 
S-1 刑 ) , また は Iml の ガラ ス 製 アン プル は そそ 
れ ぞ れ 高 圧 蒸気 滅 末 また は 彰 熱 滅菌 し て お く . 

3) パス ツ ー ル ビ ベ ペット. 綿 栓 を し て 乾 熱 滅菌 し て 
BL. | 

4) マイ クロ タイ ター セッ ト . 96 穴 の U 型 ト v4, 
0.025ml 用 の マイ クロ ダイ リュ ー タ ー お よび マイ ク 
ロ ド ロ ッ パ ペー. 

9) JEV 血球 凝集 反応 CHA), 血球 減 集 抑制 反応 
(HD, お よび 補 体 結合 反応 (CF) HRA. Clarke 
and Casals (1958) の 原 法 お よび 国立 予防 衛生 研究 
所 編 ウ イル ス 党 実験 法 各論 を 参照 の こと . 

B. 方 法 


1 ) 感染 培養 液 の 採取. 被 検 材料 接種 後 7 日 目 の 
C6/36 細 胞 培 養 液 を , 各々 の 塔 養 試験 管 か ら そ れ ぞ 
れ 別 々 の 滅菌 小 試験 管 に と り , 被 検 材料 の ュー ド を 
ほど こす . パス ツー ルビ ペッ ト で 培養 液 約 0.5m1 を 
ガラ ス ア ンプ ブル ま た は バイ アル に 入れ コー ド を ほど 
こし て 一 70 °C に 保存 する . 更に 約 0.1ml ( 約 2 滴 ) 
を マイ クロ タイ ター の well に 入れ , 残り は 小 試験 
管 の まま 4 °C に 保存 する . 

2) HA 試験 マイ クロ タイ ター well に と っ た 感 
染 穫 養 液 を マイ クロ ダイ リュ ー た ー で も っ て マイ ク 
ロト レイ 上 で BABS-9 を 用 いて 2 倍 階段 稀釈 を 128 
倍 ま で 行ない , VAD 6.2 に 浮遊 させ た ガチ ュ ウ 赤 
血球 を 各 well に 1 滴 (0.02058D づつ 加え ぇ 37 °C 
1 時 間 後に 判定 する . 

3 ) HI Ae. HA で 4 倍 以上 陽性 と 出 た 材料 は , 
小 試験 管 で 4 °C に 保存 し た 感染 培養 液 そ の も の を 
抗原 と し て , 階段 稀釈 し た 抗 JEV 標準 血清 に 対し 
て HI 試験 を 行なう . WE JEV 診断 用 抗原 を 
用 いる . 

4) CF WAR. REE VBS を 用 いて 原液 か 
ら 16 僅 まで の 2 倍 階 段 稀 秋 を マイ クロ トレ イ 上 で 行 
な い , 8 単位 を 含む 抗 JEV 標準 血清 1 滴 (0.025 
mb を 加え る . 感染 培養 液 原 液 に た つい て 抗 血清 の 
代り に VBS を 加え た 対照 も 作成 する . 補 体 2 単位 
を 加え 4 °C 1 夜 反応 の 後 , 感 作 羊 血球 を 加え 37°C 
30 分 後に 判定 する . 

5 ) 判定 . HA で 2 倍 以上 陽性 を 示し , 標準 抗 血 清 
の HI 価 が 標準 JEV 抗原 を 用 いた 場合 と 4 倍 以内 
で ある 感染 培養 液 に は JEV-HA が 産生 きれ て いた 
と 考え る . CF 試験 で 抗 血清 な し の 感染 培養 液 原 液 
zd, 抗 血清 を 加 を た 材料 が 非 溶 血 の と き は 
JEV 抗原 が 江 養 液 中 に 存在 し た と 考え る . HA-HI 
また は CF 試験 で 陽性 と な っ た 材料 の 一 707?C 凍結 
保存 し た 感染 培養 液 を 用 いて 中 和 試 験 で JEV の 存 
在 を 確認 する と 共に マウ ス 脳 内 に 接種 し て 神経 病原 
人 性 を た し か め る . 


結 果 
1. 野外 採集 コガ タ ア カイ エ カ か ら の JEV 分 離 成 
f. 


過去 3 年 間 に わ た る 大 阪 府 お よび 長崎 県 で の 成績 
を 表 1 に 示し た ・. 被 検 材料 の 接種 量 は マウ ス 1 pay 


Table 1. Isolation of JEV from field-caught C.tritaeniorhynchus 


Year and place 


of the study 


1978 Osaka Same day without 
freezing 
SMB followed by 
1978 Osaka freezing and 
thawing then C6/36 
1979 Osaka Same day without 


freezing 


1980 Nagasaki 


freezing 


Inoculation into 


SMB and C6/36 


Same day without 
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JEV isolation by Number of 


SMB C6/36 positive pool 

+ -H 16 

Bo xe 1* 
— T 25 
DE. ue 3 

T + 8 

+ = 2 

? + 2 

F ss 50 

— + 1 
+ + 7 
+ = ]*** 
-— ES 10 


* C6/36 cell culture fluid contained some agent which interfered the growth of JEV, 


Nakayama strain, in C6/36 cells. 


** Results undetermined because of the nonspecific early death of mice inoculated of the 


specimen. 


*** Negative result possibly due to bacterial contamination. 


50.02ml, C6 ノ 36 細胞 1 試験 管 当 り 0.1ml で ある 
が , 1 被験 材料 当り 1 腹 て 8 10 匹 ) の マウ ス と 1 
本 の C6/36 細胞 が 用 いら れ て いる の で , 1 ERY 
料 当り の 接種 総量 は マウ ス の 方 が C6/36 細胞 より 
も 若干 多く な る . 更に これ ら の 試験 を 通じ て , BR 
材料 は まず マウス に 接種 し , その 2 て 4 時 間 後 に 
C6 グ 36 細胞 に 接種 し て いる 事 を 考慮 すれ ば , これ 
ら の 結果 は , C6 プ 36 細胞 の 方 が マッ ウス より も 高い 
感度 を も つ 事 を 示す と 考え られ る . この 事 は , 1979 
年 大 阪 府 で の 成績 で JEV ARES NIKILA 
種 し た マウ ス の 発症 率 と , 同じ 材料 で C6 プ 36 細胞 
上 に 形成 され た JEV に よる と 思わ れる プラ ー ク 数 
と の 関係 か ら 6 PFU が 約 1LD』。 に , 20PFU が 約 
1 LD,。。 に 当る 事 か ら も 支持 され る GRAS, 1980). 
1978 年 大 阪 府 で の 成績 で , 胃 乳 剤 を マウ ス に 接種 し 
た 後 凍結 保存 し , 后 日 融解 し て C6 プ 36 細胞 に 接種 
する と C6 ノ 36 細胞 で の JEV 分 離 成績 が 低下 する 
事 が 示さ れ て いる . CORRAL Oo RPA IC IE 
っ て JEV 分 離 成績 は 低く な っ て いる と いう ぅ 先 人 達 
の 知見 と 一 致す る . マウ ス と C6/36 細胞 に 同じ 日 
に 材料 を 接種 し た が , JEV 分 離 が マウ ス C+), 


C6/36 (—) と な っ た 2 つの 被 検 材料 に つい て , 
1978 年 大 阪 の 例 は , この 材料 を 接種 し た C6 プ 36 細 
胞 塔 養 液 に は , この 細胞 で の JEV 中 山 株 の 増殖 を 
押 制 する 多分 タイ ルス と 思わ れる 因子 が 存在 する 事 
が 判明 した. 一 方 1980 年 長崎 の 例 は , この 材料 を 接 
種 し た C6/36 細胞 が 細 走 汚染 を 起 し た 結果 で あろ 
うと 考 を られ る 

2. 野外 採集 コガ が ガタ アカ イエ カ か ら の ゲタ ウイ ルス 
分 離 成績 

1978 年 と 1979 年 大 阪 府下 で それ ぞ れ 2 株 と 1 株 の 
ゲタ ウイ ルス (GET) が C6 ン 36 細胞 で 分 離さ れ た 
が , マウ ス で の 分 離 は 陰性 で あっ た . 1979 年 1 株 の 
GET が 分 離さ れ た 軸 乳 剤 か ら は 同時 に JEV も 分 
離さ れ た が , この 2 種類 の ウイ ルス は それ ぞ れ に 対 
する 抗 血清 存在 下 で 形成 され た プラ ー ク か ら ウ イル 
^ 回 収 す る 事 に よっ て 別個 に より 出す 事 が 出来 
jc. 1980 年 長崎 県 下 で 2 株 の GET が マウ ゥ ス で 分 離 
され た が , 同じ 材料 か ら C6 プ 36 細胞 で も 2 株 の 
GET が 分 離さ れ た . 更に マウ ス で の 分 離 が 陰性 で 
あっ た が , C6736 細胞 で GET が 分離 され た 殿 乳 
剤 が 3 プー ル 存 在 し た . これ ら の 成績 は , GET の 
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分 離 に 関し て も C6 ン 36 細胞 は マウ ス よ り も 有意 に 
高い 感受 性 を も つ 事 を 示し て いる . 

3. 野外 採集 コガ タ ア カイ エ カ か ら の 未知 ウイ ルス 

の 分 離 

C6/36 細胞 を 用 いる 事 に よって, この 細胞 に 
CPE を 示し 寒天 重層 下 に プラ ー ク を 形成 する 未知 
の ウイ ルス が 多数 野外 採集 コガ が タ アカ イエ カ に 存在 
する 事 が 明らか に な っ た . その いく つか に つい て は 
ウイ ルス 学 的 解明 が 進行 中 で ある が , SAW TEE 
する 昆虫 ウイ ルス で あろ うと 思わ れる m ea, 
1980b, 奥野 ら , 準備 中 ). C6 プ 36 細胞 は , これら 
末 知 の 由 ウ イル ス の 研究 と いう 親分 野 を 開拓 する 事 
Cbba nað.: 

A, BMY A A 0^ BÉ 

表 1 の JEV 分 離 成績 お ょ び 結 果 2 の GET BE 
成績 が , SMB (—), C6 プ 36 (+) と な っ た 分 離 株 
に つい て , マウ ス に だ 対す る 病原 性 , 37°C に お ける 
BHK 細胞 上 で の 平板 効率 (EOP), お よび 287C に 
お ける 6/36 細胞 上 で の EOP を 標準 ウイ ルス と 
比較 し た が 有意 の 差 を 認め る 事 は 出来 な か っ た . し 
か し , C6 プ 36 細胞 上 だ 形成 され た プラ ー ク を 及 念 
に 拾い , C6 プ 36 細胞 で FYI Ste FRI Ale 
つい て 調べ る と , 28°C CC6/36 細胞 上 の EOP 
が , 37°C で BHK 上 で の EOP ょ りゃ 1000 倍 以上 
高い プラ ー タ 分 離 株 が , 低 率 で は ある が JEV OY 
ah GET の 場合 も 存在 する 事 が 判明 し た +E 
ら , 1980c). この 事 は 野外 由 の 中 に も in vitro 細 
Ha EAR CA dvo LRU OBR 7 4 nv ADELE 
する 事 を 示し て いる . この よう な 変異 タイ ルス が ど 
の よう に し て 野外 幅 の 中 に 出現 する よう に な っ た か 
と いう 問題 は 今後 の 課題 と し て 興味 ある 事 で ある . 


考 EE 


=y p VÉR o JEV 分 離 の 試み は こ 
れ ま で いく つか 為 き れ て お り , SMB 法 と ほとん ど 
同じ か また は 若干 劣る 成績 で ある と 報告 され て いる 
(Lee, 1966; Hasegawa and Yamamoto, 1968: 
Oda, 1968). 一 方 , Hsu et al., (1978) は ュ ガ タ 
アカ イエ テカ 人 培養 細胞 を 用 いて SMB 法 よ りゃ も 多く の 
JEV を 分 離し た と 報告 し て いる . Hsu ら は その 成 
績 を 接種 材料 の 量 的 差 に よる も の と 考え て いる が , 
C6 プ 36 細胞 の 場合 は 結果 1 で の べた よう に この 方 
法 が SMB 法 よ り も 高い 感受 性 を も つた め と 考え た 
方 が 良い ここ に 述べ た 方 法 は 野外 収 材 料 だ すけ で な 


く , 患者 材料 お よび 豚 血 液 か ら の JEV 分 離 に ゃ 応 
E oes 私 信 : 
fal, So. 

précis \ た ウツ ウイル え 分 離 法 は な 殊 と に と デン グダグダ 
ウイ ルス の 場合 有力 な 手段 と 考え られ る (Singh 
and Paul, 1969; Chappell ez al., 1971; Race 
et al., 1979). Rosen and Gubler (1974) に よっ 
CHY FIA MADAME IL RTT BL ftr oro Ih 
腔 内 に 接種 する 方 法 が 高い 感度 を も つ 事 が 報告 され 
た が , Tesh (1979) (x, 単位 容積 当り で は EAD 
接種 法 が C6 プ 36 へ の 接種 法 よ り も 高い 感度 を 示す 
THES, 一 匹 当 り の 接種 量 が 細胞 培養 の 場合 に 比 
べ て 小 量 で ある の で , 1 検体 当り の デン グ ウ イ ルス 
の 分 離 効率 で は 軸 へ の 接種 法 と C6/36 へ の 接種 法 

で は ほほ 同じ 効率 を 示す と 報告 し て いる . C6 ノ 36 細 
胞 を 用 いる デン グ ウ イ ルス の 分 離 は すでに いく つか 
行 な ち われ て いる が (福永 ら , 1979, 1980; Burke 
etal, 私 信 : FE, 1980) 今後 更に 系 統 的 な 応用 
が 期待 され る . 

Varma et al. (1975/76) は A. pseudoscutell- 
aris sae ERIA LAOS BEC CBD, A. 
albopictus fT ERA LOFT ov v VA OY 
BE CAjello, 1979), お よび 狂犬 病 関連 ウイ ルス 分 
Bc helper に も 応用 きれ て いる (Buckley, 1973). 

遇 培養 細胞 を 用 いる ウイ ルス 分 離 法 は 従来 の 
SMB 法 に 比べ て , 細胞 菩 養 技術 と 被 検 材料 の 除 
赤江 過 と いっ た 厳密 な 無菌 操作 が 必要 で ある けれ ど 
b, より 狭い スペ ー ス , 短い 時 間 と 少な い 器 材 で も 
っ て , より 経済 的 に ウイ ルス メス 分離 結 果 が 得 ら れ , 更 
に 感染 培養 液 が その まま ウイ ルス 同定 の た め の 抗 原 
お よび ウイ ルス 材料 に 使用 で きる 他 , SMB で は 検 
出 困難 な ウイ ルス を も 分 離 で きる な どの 利点 を 有 し 
て お り , 今後 に 数 多く の 可能 性 を も っ た 方 法 で ある 
と 思わ れる ・. 


E 


結 E 

ヒト スジ シマ カ 培 養 細胞 クロ ョ ローン C6/ グ 36 を 用 い 
C, 野外 採集 っ ガタ アカ イエ カ か ら 日 本 脳炎 タイ ル 
A JEV) を 分 離す る 方 法 に つい て 記載 した. この 
方 法 は 従来 の 乳 呑 マウ ス 脳 内 接種 活 (SMB) に BE 
BEB Tov 感度 で JEV お よび ゲタ ウイ ルス 
(GET) を 分 離す る 事 が 出来 る ば か り で な く , SMB 
法 で は 検出 困難 な JEV お よび GET の 変異 株 や , 
未知 の ウイ ルス を も 分 上 離 で きる 他 , SMB 法 に 優る 
いく つか の 利点 を 有 し て いる . 
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この 研究 は 昭和 53 年 度 文 部 省 科 学研 究 費 試験 研究 第 387008 号 の 援助 に よっ て 大 阪 大 学 微生物 病 研究 所 防疫 学 
部 門 (主任 , 深井 孝之 助教 授 ) の 下 で 開始 され た . 本 研究 に 深い 理解 と 援助 を お 示 し いた だ いた 深井 教授 及び 同 
部 の 笹尾 美容 子 技官 , 終始 絶大 な 援助 と 便宜 を お 与え いた だ いた 大 阪 府立 公衆 衛生 研究 所 公衆 衛生 部 長 北浦 
敏行 博士 , 同 部 ウイ ルス 課 武 衛 和 雄 博士 , 峯 川 好 一 課長 、 並び に 上 羽 昇 , 吉田 政弘 , 伊藤 寿美 代 , 吉田 央 の 諸 
氏 に 深謝 の 意 を 表し ます . 更に 著者 の 長崎 転勤 後 も 本 研究 の 続行 を 支援 いた だ きま し た 本 部 門 の 林 薫 教授 , お 
よび 牧野 芳 大 , 松尾 幸子 , 分 藤 桂 子 の 諸氏 , 長崎 県 衛生 公害 研究 所 の 大 塚 所 長 , 微生物 科 松 尾 礼 三 科 長 は じ め 
東 房 之 , 田 本 裕美 , 鍼 塚 真 の 諸氏 に 感謝 いた し ます . 
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